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PROrFPF nF PRFPARATION DF VIRUS APFNO-ASSQCIES ^AAV^ 

RECOMBINANTS ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne une nouvelle methode de preparation de 
vecteurs derives des virus adeno-associes (AAV) et les cellules utilisees a cet effet. 
5 Plus particulierement, la presente invention concerne un procede de preparation 
d'AAV recombinants au moyen d'un virus auxiliaire animal. L*invention concerne 
egalement I'utilisation des AAV recombinants obtenus, notamment en therapie genique 
et/ou cellulaire. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
10 (mutation, expression aberrante, etc) ou a assurer I'expression d*une proteine d'interet 
iherapeutique par introduction d'une information geneiique dans la cellule ou I'organe 
- afTecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in vitro dans une cellule 
extraite de Torgane, la cellule modiftee etant alors reintroduite dans I'organisme. soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. DifTerentes techniques ont ete decrites 
15 pour le transfert de cette information geneiique, parmi lesquelles des techniques 
diverses de iransfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
(Pagano et al., J.Virol, 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de polylysine, Temploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 
20 10431), etc. Plus recemment, Temploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physico- 
chimiques de transfection. A cet egard, differenis virus ont ete testes pour leur 
capacite a infecter cenaines populations ceilulaires. En particuiier, les retrovirus (RSV, 
HMS, MMS. etc), le virus HS V, les adenovirus et les virus adcno-associes. 

25 Parmi ces virus, les virus adeno-associes (AAV, pour "adeno-associated 

virus"), preseniem cenaines proprieies aiirayantes en vue d'une utilisation pour le 
transfert de genes. Les AAV sont des virus a ADN de taille relativement reduite, qui 
s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, dc maniere stable et site- 
specifique. lis sont capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet 

30 sur la croissance, la morphologie ou la differenciation ceilulaires. Par ailleurs, ils ne 
semblem pas impliques dans des pathologies chez I'homme. 

Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et coniient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) 
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de 145 bases environ, servant d*origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles ponani les fonciions tfencapsidation : la 
panic gauche du gdnome, qui coniient le gene igp implique dans la replication virale et 
I'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene op 
codant pour les proteines de capside du virus. LHitilisation de vecteurs derives des 
AAV pour le transf ert de genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir 
notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5,139,941, EP 488 528). 
Ces demandes decrivent differentes constniciions d&ivtes des AAV, dans lesquelles 
les genes isp et/ou cap sont deletes et remplacfe par un gene d'int6r€t, et leur 
utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in vivo (directement dans 
uii organisme) ledit gene d'interet 

Toutefois. I'utilisation therapeutique .des AAV comme vecteurs pour le 
transfen de genes est actuellement limitee, en raison notamment des risques de 
contamination des AAV recombinants par un virus auxiliaire sauvage, et de 
Tutilisation. pour la production des vims recombinants, de lignees ceUulaires humaines 
potentiellemeni tumorigenes. Les AAV ont besoin. pour se repliquer, de la presence 
d'un virus auxiliaire ("helper"). Le terme virus auxiHaire designe tout virus capable 
d'apporxer en trans les fonaions necessaires a la replication des AAV. II peut s'agir en 
particulier d'un adenovirus, tfun virus de Therpes ou tfun virus de la vaccine. En 
rabsence d'un tel virus auxiliaire, les AAV restent sous forroe latente dans le genome 
des ceUules infectees. mais ne peuvent se repliquer et ainsi produire des particules 
virales. Generalemeni, les AAV recombinants sont done produits par co-transfection, 
dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain (par exemple un 
adenovirus), d'un plasmide contenant le gene d'interet borde de deux regions repetees 
inversees (ITR) d*AAV et d'un plasmide poriant les genes d'encapsidation (genes csp 
et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite purififa par des 
techniques classiques. Cependant. les AAV ainsi obtenus sont generalement 
contamines par du virus auxiliaire sauvage, egalement produit par la cellule 
productrice. La presence de ce virus auxiliaire peut avoir in vivo des consequences tres 
nef astes telles que par exemple un effei pathogene ou immunogene. Ce virus auxiliaire 
peut Egalement §tre responsable d'evfeements de recombinaisons, ou induire la 
replication de F AAV recombinant et ainsi sa transmission et sa dissemination. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ce probleme. La 
demanderesse a en effet mis au point un precede de production rfAAV recombinants 
qui pennet de produire des stocks d'AAV recombinants depourvus de virus auxiliaire 
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humain sauvage. U precede de I'invenlion peitnet Sgalement rfeviter ruiilisation de 
cellules productrices poientiellement tumorigenes. Le procedS de rinveniion repose en 
panie sur la mise en evidence que les AAV recombinants peuvent etre produits en 
utilisant un virus auxiliaire d'origine animale. La demanderesse a en effet montre que. 

5 de maniere surprenante, un virus d'origine animale fetait capable de trans-compl6menter 
un AAV humain et, de ce fait, pouvait etre utilise comme virus auxiliaire pour la 
production d'AAV recombinants humains. Ce iteilut est particulierement avantageux 
puisque le virus animal utilise comme virus auxiliaire n'est pas capable de se propager 
dans les cellules humaines et qu'aucune pathologie humalne n'a ete observee 

10 consecuiivemem a une infection par un virus animal auxiliaire, De ce fail, meme si les 
preparations d'AAV recombinants obtenues peuvent 6tre cantaminees par du virus 
auxiliaire, celui-ci ne pourra occasioner aucun effet secondaire indesirable in vivo. De 
plus, le procedd de I'invention perniet rfutiliser des lign6es de cellules productrices 
animales qui sent depcurvues des effets tumorigenes connus pour les lignees humaines 

15 aauellement disponibles. ^invention repose egalement sur la mise au point de lignees 
cellulaires et de virus auxiliaires particulierement avantageux pour la production 
d'AAV recombinants. 

Un premier objei de I'invenlion reside done dans un procede de produciion 
d'AAV recombinants selon lequel la production est realisee en presence d'un virus 

20 auxiliaire animal. 

Pius prtferentiellement. la production est realisee dans une lignee cellulaire 
animale inf eciee par un virus auxiliaire animaL 

L*inveniion conceme egalement, d'une maniere generale. Tulilisation d'lm 
virus auxiliaire animal pour la preparation d'AAV recombinants. 

25 Comme indiqu6 ci-avanl. le leme virus auxiliaire designe au sens de la 

presenie invention tout virus capable d'apporter en trans les fonciions necessaires a la 
replication des AAV. Le virus auxiliaire utilisable dans le procede de I'invention peut 
etre un vims d'origine canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire ou encore 
simienne. II est preferentiellement choisi parmi les adenovirus, les virus de Therpes ou 

30 les virus de la vaccine. 

De maniere particulierement avantageuse. on utilise dans le cadre de la 
presenie inveniion un adenovirus d'origine animale. Les adenovirus d'origine animale 
uiilisables dans le cadre de la presenie invention peuvent etre d'origine diverses, et en 
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particulier. d*origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl. Beard et al,, Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 

Plus partxculierement. parmi les adenovirus aviaixes, on peut citer les 
serotypes 1 4 10 accessibles a I'ATCC. comme par exemple les souches Phelps 
5 (ATCC VR^32). Pontes (ATCC VR.280). P7.A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC 
VR.828). J2-A (ATCC VR.829), TS-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR-921) ou 
encore les souches referencees ATCC VR.831 a 835. 

Parmi les adenovirus bovins. on peut utiliser les differents serotypes coimus, 
et notamment ceux disponibles a r ATCC (types 1 i 8) sous les r§f6rencesATCC VR- 
10 313. 314, 639-642, 768 et 769. 

On peut egalement utiliser les adenovirus murins FL (ATCC VR.550) et 
E20308 (ATCC yR.528). I'adenovinjs ovin-type 5 (ATCC VR.1343), ou type 6 
(ATCC VR-1340); I'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que 
notamment les adenovirus referencee i TATCC sous les num6ros VR-591-594. 941- 
15 943, 195-203. etc. 

De preference, on utilise dans le cadre de la presente invention, comme virus 
auxiliaire. des adenovirus d'origine canine, et, plus preferentiellement, toutes les 
souches des adenovirus CAVl et CAV2 [souche manhatian ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait Tobjet de nombreuses etudes 
20 structurales. Ainsi, des canes de restriction completes des adenovirus CAVl et CAV2 
ont 6te decrites dans I'art ant^rieur (Spibey et al;, J. Gen. ViroL 70 (1989) 165). et les 
genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones et sequences (voir 
notamment Spibey et al.. Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus Res. 23 (1992) 119. 
WO 91/11525). Comme le monirem les exemples ci-apres, les adenovirus canins sont 
25 capables de trans-complementer les AAV pour leur replication avec une efficacite 
particuHerement importante. 

Ces differents virus d'origine animale peuvent etre obtenus, par exemple, a 
partir de souches deposees dans des collections, puis amplifies dans des lignees 
cellulaires competentes. et eventuellement modifies. Des techniques de production. 

30 isolation et modificadon d'adenovirus, ou de virus de Therpes ont ete decrites dans la 
linerature et peuvent etre udlisees dans le cadre de la presente invention [Akli et al., 
Nature Genetics 3 (1993) 224; Su^tford-Perricaudet et al., Human Gene Therapy 1 
(1990) 241; EP 185 573. Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195 ; Le Gal la Salle et al.. 
Science 259 (1993) 988 ; Roemer et Friedmann, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 211 ; 

35 Dobson et al., Neuron 5 (1990) 353 ; Chiocca et al.. New Biol. 2 (1990) 739 ; 
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Miyanohara et ah. New Biol. 4 (1992) 238 : WO91/18088. WO90/09441, 
WO88/10311. W091/n525l. Ces differents virus peuvcnt cnsuite etre modifies, par 
exemple par d6I6tion, substitution, addition, etc. En pariiculier, ces virus peuvent dans 
certains cas etre modifies pour devenir dfefectifs pour Icur replication 

5 Comme indiqufi ci-avant, la production des AAV recombinants sdon le 

procedfe de la presente invention est prfeferentiellement realisee dans une lignee 
cellulaire animale infectee par le virus auxiliaire. 

Generalement, la lignee cellulaire et le virus auxiliaire utilises sent de la meme 
espece. A cet egard. differentes lignees cellulaires animales unlisables dans le cadre de 

10 la presente invention ont 6t6 dtoites dans la littfrature. Ainsi. parmi les lignees 
canines, on peut citer avaniageusement la lignee de cellules rfenales de ISvrier GHK 
(now laboratories) ou la lignte cellulaire 'mDCK (ATCC n* CRL6253). Les 
conditions de culture de ces cellules et de preparation des virus- ou de I'ADN viral ont 
ete decrites dans la litterature (voir notamment Macamey et al., Science 44 (1988) 9; 

15 Fowlkes et al.. J. Mol. Biol. 132 (1979) 163). D'autres Ugnees animales (par exemple 
accessibles dans des collections) peuvent fegalement itre utilis6es. 

Avaniageusement. le procede de I'inveniion met en oeuvre une lignee 
cellulaire canine infectee par un adenovirus canin. 

Plus pref^rentiellement, le procedfe de Finvention est realist avec, comme 
20 lignee cellulaire canine, la lignee MDCK ou GHK, ou un derive de celles-ci. On entend 
par lignee derivee toute lignee obtenue a partir de ces lignees et conservant leur 
capacite a produire des AAV recombinants lorsqu'elles sont cultivees. infeaees et/ou 
transfectees dans les conditions appropriees. Des lignees derivees peuvent notamment 
etre obtenues par insertion de genes exogenes. mutagenese, et/ou selection de sous- 
25 clones, le cas 6cheant 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre de Tinvention, la lignee ceDulaire 
utilisee possede en ouae les fonctions d'encapsidation d'AAV. 

Comme indique avam, les AAV recombinants sont generalement produits par 
couansfeciion, dans une lignee cellulaire infeaee par un virus auxiliaire, d'un plasmide 
30 conienant le gene d'interet borde de deux regions repetees invereees (ITR) d'AAV et 
d'un plasmide ponani les fonaions d'encapsidation d*AAV. Le fail de deleter les 
fonctions d'encapsidation de I'AAV recombinant et de les apporter en uans sur un 
plasmide permet en effet de preparer des AAV recombinants defectifs. c'esi-a-dire 
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incapables de produire, apres infeciion dans une cellule cible, des partxcules virales 
infeaieuses. Les fonciions d'encapsidaiion d'AAV sont constituees essentiellemeni par 
les genes rep et cafi. ou par lout gene homologue fonctionnel. U gene cep est implique 
dans la replication virale ainsi que dans Texpression des genes viraux. et le gene £ap 
code pour les proteines rfenveloppe du virus (VPl. VP2 et VP3). Ces genes cm et6 
caraaerises et leur sequence a 6te decrite dans la littfirature (Srivastava et al., J. Virol. 
45 (1983) 555). Un homologue fonctionnel correspond a tout gene obtenu par 
modification (mutation, suppression, addition, etc) des genes ctp ou cap et presentant 
une activite de memc nature. De lels genes homologues fonctionnels peuvent 
egalement 6tre des genes obtenus par hybridation i partir de banques tfacides 
nucleiques au moyen de sondes coirespondant aux genes isp ou cap. 

Pour pemiettre la production d'AAV recombinants difectifs, la lignee 
ceUulaire selon Tinvention possede done avantageusement les foncdons d'encapsidaiion 
d*AAV. Plus preferentiellemeni. la lignee ceUulaire utUisee possede une ou plusieurs 
15 copies des genes isp et cap d'AAV, ou de genes homologues fonctionnels. 

Selon la presente invention, les fonaions d'encapsidaiion d'AAV peuvent eire 
apponees par un plasmide d'encapsidaiion et/ou par le virus auxiliaire animal utilise 
et/ou €tre integrees au genome de la lignee ceUulaire. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention. toutes les fonaions 
d'encapsidaiion sont apport6es par un plasmide dii d'encapsidaiion. Dans ce cas. le 
proced6 de Finvention comprend avantageusement la co-transfection d'une lignee 
ceUulaire animate infeaee par un virus auxiUaire animal, par un vecteur ponant un 
gene d'interet et au moins une ITR d'AAV et par ledit plasmide d'encapsidaiion 
d'AAV. Plus preferentiellement, le plasmide d'encapsidaiion d'AAV porte au moins les 
25 genes isp et cap d'AAV ou des homologues fonctionnels. 

Dans un autre mode de realisation particulierement avanlageux de Tinvention, 
les fonaions d'encapsidaiion sont apponees par le vinis auxiliaire animal uiiUse et/ou 
sont integrees au genome de la lignee ceUulaire. Dans ce cas, le procede de I'invention . 
comprend la transfeaion d'un vecteur portant un gene d'interet et au moins une ITR 
30 d'AAV dans une lignee ceUulaire infeaee par un virus auxiliaire animal et contenant les 
fonaions d'encapsidaiion (iniegrfes au genome et/ou portees par le virus auxiliaire). 
Ce mode de realisation est particuUerement avanlageux car fl permel d'eviter I'emploi 
d'un plasmide d'encapsidaiion. 



20 
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Plus preferemiellement. dans le procMfe de I'invention. le gene rep d'AAV. ou 
m homologue fonctionnel de celui-d. est intfgrt au gfaiome de U Ugnfie ceUulaire et le 
gine m d'AAV. ou un homologue fonctionnel de celui-ci. est porte par le virus 
auxiliaire animal. Dans une autre variante preferee de mise en oeuvre de rinvention, on 

5 utilise une lignee ceOulaire comprenant. inseres dans son genome, les genes ap et cap 
d'AAV ou des genes homologues fonctionnels. Dans ce mode prfef&e. les genes rep et 
cap d'AAV ou leurs homologues fonctionnels peuvent 6tre inuoduits sur une 
construcUon unique ou. sequentieUement. sur des constructions separ6es. Dans ces 
differents modes de rtalisation. les fonctions d'encapsidation peuvent 6tre placees sous 

10 le controle de leur propre promoteur. de promoteurs heterologues ou de promoteurs 
artificiels. Avantageusement. les fonctions d'encapsidation sont placees sous le 
controle d'elements de regulation de la transcription inductiWes. permenant d'induire 
ou de r^primer lexpression des fonctions d'encapsidation selon les conditions. De 
maniere particuli^rement avantageuse. dans les constnictions de I'invention, le gene rep 

15 d'AAV. ou un gene homologue fonctionnel. est place sous le controle d'un promoteur 
inductible. 

Toujours dans une autre variante preferee de mise en oeuvre de I'invention. 
on utilise un virus auxiliaire comprenant. dans son genome, les genes op et cap d'AAV 
ou des gines homologues fonctionnels. 
20 La demanderesse a en effet montre qu-fl est possible d'ins&er les fonctions 

d'encapsidation. ou certaines d'entre-elles. directement dans le genome du virus 
auxiliaire utilise. De la meme maniere. la demanderesse a egalement montre qu'U est 
possible d'inserer les fonctions d'encapsidation. ou certaines d'entre-eUes. de maniere 
stable, directemem dans le genome de la lignee ceUulaire utilisfe. 

25 A cet egard. I'invention a egalement pour objet toute Hgnee ceUulaire animale 

infectable par un vims auxiliaire pour la production d'AAV recombinants, compoitant 
tout ou partie des fonaions d'encapsidation d'AAV intdgrtes dans son gfatome. 
Pr6ferentiellement. I'invention conceme toute UgnSe ceUulaire animale comportant le 
gene Ep d'AAV ou un gene homologue fonctionnel. integr^ dans son genome. Dans 

30 un autre mode prefer^. I'invemion conceme toute lignee ceUulaire animale comportant 
les genes asp et cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels. integres dans son 
genome. 

De maniere paniculierement avantageuse, il s'agit d'une Ugn6e ceUulaire 
canine, telle que par exemple une lignee obtenue a partir des Ugnees MDCK ou GHK. 
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Les lignees cellulaires de I'invention peuvem etre obtenues par transfection 
d*un fragment d'ADN portant la ou les foncuons d'encapsidation AAV sous controle 
de signaux d'expression. La transfection peut etre realisee par toute technique connue 
de lliomme du metier (precipitation au phosphate de calcium, lipofection, 
5 electroporation, utilisation de liposomes, etc), IWferentiellement, la transfection est 
realisee en presence de phosphate de caldum (voir exemple 5). Pour contrtler 
Texpression des fonctions d'encapsidation. differents signaux rfexpression peuvent etre 
utilises. D peut s'agir en particulier des propres promoteurs des genes isp ou cap, de 
promoieurs h6terologues ou m&ne synthetiques. Dans un mode de realisation 

10 particulierement interessant, dans les ligntes ceDulaires selon Tinvention, les fonctions 
d'encapsidation d'AAV sont placees sous le contrdle de promoteurs inductibles (LTR- 
MMTV, Tc, etc). L'emploi de tels promoteurs^ est particulierement avantageux puis 
qu'il permet de moduler I'effet du gene rep notamment sur le vims auxiliaire utilise. 
L'invention a done egalement pour objet toute lignee cellulaire infectable par un vims 

15 auxiliaire pour la production AAV recombinants, comportant tout ou partie des 
fonaions d'encapsidation d'AAV integrfees dans son genome, sous le contrdle d'lm ou 
plusieurs promoteurs inductibles. 

Dans le cas d'une lignee comportant les genes isp et £2p d'AAV (ou des 
homologues fonctionnels), ces genes peuvent etre transfectes soit sur une consimction 

20 unique, soit, de maniere s^quentielle, sur deux consimaions separees. Ce deuxieme 
mode de pr§paration est particulierement avantageux puisqu'il limite au maximum les 
evenements de recombinaison. Les lignees ainsi obtenues sont done particulierement 
stables. Par ailleurs. de maniere avantageuse, la construction utilisee pour la 
transfection porte egalement un gene permettant la selection des cellules 

25 transformees. et par exemple le gene de la resistance a la geneticine. Le gene de 
resistance peut egalement etre porte par un fragment d'ADN different, co-transfecte 
avec le premier, 

Apres transfection, les cellules tranformees sont selectionnees (par exemple 
pour leur resistance a la geneticine) et leur ADN est analyse par Northen blot pour 
30 verifier I'integration du ou des fragments d'ADN (dans le cas de I'utilisation de 2 
constmctions separees) dans le genome. La capacite des cellules obtenues a 
encapsider des AAV peut ensuite etre testee par infection au moyen d'un AAV 
recombinant d^pourvu desdites fonctions. 

L'invention a egalement pour objet tout virus auxiliaire pour la production 
35 d'AAV recombinants comprenant. ins&"e dans son genome, tout ou partie des 
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fonaions d'encapsidation des AAV. Plus preferentiellemeni, rinvention conceme tout 
virus auxiliaire pour la production d*AAV recombinants comprenant, insere dans son 
genome, le gene rsp d'AAV ou un gene homologuc fonctionneL Toujours 
preferentiellement, rinvention conceme tout virus auxiliaire pour la production d'AAV 
5 recombinants comj^enant. inseres dans son genome, les genes ifip ct cap d'AAV ou 
des genes homologues f onctionnels. 

Avantageusement, le vims auxiliaire pour b production d'AAV recombinants 
est tm adenovirus. Les adenovirus comprenant les fonctions tfencapsidation des AAV 
selon rinvention peuvent €tre prepares par reoombinaison homologue entre un 

10 adenovirus et un plasmide ponant entre autre lesdiies fonctions d'encapsidation. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee- A titre d'exentple de lignee» on peui 
mentionner la lignte de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 
36 (1977) 59) qui contient notamment, integr6e dans son genome, la partie gauche du 

15 genome tfun adenovirus Ad5 (12 %), ou la lignfee MDCK. Ensuite. les vecteurs qui se 
sont multiplies sont recuperes et purifies selon les techniques classiques de faiologie 
moleculaire. 

Encore plus particulierement, Tadenovinis est un adenovirxis d'origine 
humaine, de preference choisi parmi les adenovirus Ad2 et Ad5; ou animale, de 

20 preference choisi pamii les adenovirus canins (CAVl et CAV2). Les fonctions 
d'encapsidation d'AAV peuvent etre introduites dans differentes regions du genome du 
virus auxiliaire de rinvention. Avantageusement, les fonctions d'encapsidation sont 
inserees dans une region ne perturbant pas la capacite du virus de transcomplementer 
les AAV. U est egaiement possible d'inserer les fonctions d'encapsidation dans une 

25 region fonctionnelle du genome du virus auxilaire, laquelle region etant alors apportee 
en trans, soit par un plasmide, soit par la lignee cellulaire utilisee. Ainsi, concemant les 
adenovirus humains Ad2 ou Ad5. il est possible par exemple d'inserer le gene rsp, le 
gene cap ou les genes jsp et cap en remplacement du gene El. L'adenovirus obtenu 
peut etre utilise comme virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants dans 

30 la lignee cellulaire 293, qui porte le gene El dans son genome (voir exemple 6). 

Le procede de rinvention pemiet ainsi la production d'AAV recombinants 
utilisables therapeutiquemenL Les AAV recombinants obtenus peuvent etre tout AAV 
dont le genome au moins a ete modifie par insenion d'lm gene d'int^ret Comme 
indique ci-avam, differents types d'AAV recombinants ont fete decrits dans rart 
35 anterieur (WO 91/18088: WO 93/09239; US 4.797.368, US5,139.941. EP 488 528). 



wo 95/20671 



PCT/FR95AM054 



10 

Generalemeni, ces AAV comprennent des d616tions panielles ou totales dans les genes 
rsp et/ou iiap, au niveau desquelles un gene d*interet est insere. Ces AAV 
recombinants peuvent Stre prepares a partir des differents serotypes d'AAV, tels que 
les AAVl, AAV2. AAV3 ct AAV4, el, preferentiellemeni, a partir des souches 
5 AAV2. Concemant le gene d*int6ret, 3, peut s*agir en particulier d'un gbnt 
th6rapeutique. 

Au sens de l*invention. on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi cod6 peut 6tre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 

10 etre homologue vis-a-vis de la cellule dble (c'est-a-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne pr^nte aucune 
pathologic). Dans ce cas, Texpression d'une proteiiie permet par cxemple de pallier 
• une expression insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladiie 

15 proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour iin mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modififee, etc. Le produit proteique 
peut 6galement Stre h^terologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
proteine exprimee peut par example completer ou apponer une activite deficiente 
dans la cellule, lui permenant de lutter centre une pathologic, ou stimuier une r^ponse 

20 immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus paniculierement les enzymes, les derivfe sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines. interferons. TNF. etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance (eryihropoietine. G-CSF. M-CSF. GM-CSF, etc), les neurotransmerteure 

25 ou leurs precureeurs ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF, 
NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, HARP/pleiotrophine, etc; les 
apolipoproteincs : ApoAI. ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125). la lipoproteine lipase 
(LPL), la dysirophine ou une minidystrophinc (FR 9111947), la protdinc CFTR 
associee a la mucoviscidoses les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb. RaplA, 

30 DCC. k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII. VIII. IX. les genes intervenant dans la reparation de 
TADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosinc deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens. doni I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de 
35 genes ou la transcription d*ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent. par 



WO9SA20671 



PCT/rR95A)0054 



11 



exemple. fetre transcrites dans la cellule cible en ARN complementtires ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi lew traduction en proteine. selon la technique dtoite dans 
le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent ^galement les s&juences codant pour 
des ribozymes. qui sont capables de detruire saeaivement des ARN dbles (EP 321 
5 201). 

U gfate d'intirtt peut igalement componcr une ou plusieurs sequences 
codant pour un peptide antiginiquc. capable de generer chez lliomme ou ranimal une 
reponse immunitaire. Dans ce n>ode particulier de mise en oeuvre de I'invention. les 
AAV recombinants peuvent etre ulilis6s pour la reaUsation soit de vaccins soit de 
10 traitements immunotherapeutiques appliques a rhomme ou i I'animal. notamment 
centre des microorganismes. des virus ou des cancers. II peut s"agir noumment de 
peptides antigeniques specif iques du virus d'Epstein Bair. du virus HIV. du virus de 
I'hSpatite B (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore specif iques de 
tumeuts (EP 259 212). 

15 Preferentiellement. le gene d'interfet comprend 6galement des sequences 

permettant son expression dans la cellule ou I'organe desire. 11 peut s'agir des 
sequences qui sont naturellement responsables de Texpression du gene considere 
lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. D peut 
egalement s'agir de sequences d'origine differente (responsables de I'expression 

20 d'autres ptotfeincs. ou m6me synthfctiques). Noumment. U peut s'agir de sequences 
promotrices de gfenes eucaryotes ou viraux. Par exemple. il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme. il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet 6gard. on peut 
citer par exemple les promoteurs des genes ElA. MLP. CMV. LTR-RSV. etc. En 

25 outre, ces sequences d'expression peuvent fetre modifiees par addition de sequences 
d'activation. de regulation, ou conferant au gene d'interSt une specif idte d'expression 
tissulaire. 

Par ailleurs. le gene d'interet peut egalement comporter une sequence signal 
dirigeant le produit therapemique synthetise dans les voies de secreuon de la cellule 
30 cible. C^ene sequence signal peut 6tre la sequence signal naturelle du produit 
thSrapeuuque. mais il peut Egalement s'agir de toute autre sequence signal 
foncuonnelle, ou d'une sequence signal artif icielle. 
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Les AAV recombinants prepares selon la pr^sente invention peuvent fetre 
utilises pour le transfert de genes d'inieret in vitro, ex vivo ou in vivo. In vitro, ils 
peuvent permettre de transferer un gene a une lignee cellulaire, par exemple en vue 
de produire une proiSine recombinante. Ex vivo, ils peuvent etre utilises pour 
5 transferer un g^ne sur une population de ceUules prflevSe i partir d'un organisme, 
eventuellement selectionnee et ampUfide, dans le but de conffrer a ces cellules des 
proprietes desirees en vue de leur readministration a un organisme. In vivo, ils 
peuvent etre utUises pour le transfert de genes par administration directe d'une 
solution purifiee, eventuellement associee a un ou plusieurs vehicules 
10 pharmaceutiques. Dans ce dernier cas, les AAV recombinants peuvent etre fcxmules 
en vue d'administraiions par voie topique, cutanee, orale. rectale, vaginale, 
parenterale. intranasals inu^veineuse. intramusculaire. sous-cutanee, intiBOcidaire, 
transdermique. etc. De preference, ils sont assocife a un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour 
15 une injection directe au niveau de Torgane desire. U peut s'agir en particulier de 
solutions steriles. isotoniques. ou de compositions seches, notamment lyophilisees, 
qui, par addition selon le cas d'eau sterilisfe ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Us doses d'AAV utilisees pour rinjection ainsi 
que le nombre d'adminisu^tions peuvent etre adaptees en fonction de differenis 
parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concemee, du gene a cxprimer, ou encore de la durfe du traitement 
recherchfie. 

La presente invention . foumit ainsi une methode particulierement 
avantageuse pour la preparation d'AAV recombinants utilisables therapeutiquemeni, 
25 notamment dans une methode de traitement de maladies, comprenant radministration 
in vivo d'un AAV recombinant contenant un gene apte a corriger ladite maladie. Plus 
paniculierement, cette methode est applicable aux maladies resultant tf une deficience 
en un produit proteique ou nucleique et le gene d'interet code pour ledit produit. 
proteique ou contient ledit produit nucleique. 

^ presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
qui suiveni, qui doivent etre consideres comme iUustratifs et non limitatifs. 



20 
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• T^rhniques g^n^ales de piplngie Moleculaire 

Les methodes classiquement ulilisees en biologic moleoilaire telles que les 
extractions preparatives d*ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, I'^lectrophorese sur gels d'agarose ou d*acrylamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par filectrofclution, les extraction de protSines au 
phenol ou au phcnol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
rSthanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decriies dans la litterature 
[Maniaiis T. et aL. "Molecular Cloning, a Laboratory Manual**. Cold Spring Harbor 
10 Laboratory. Cold Spring Harbor, N.Y.. 1982; Ausubel F.M. et al. (eds). "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmfdes de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, exuaits au phdnol ou par un 
melange ph6nol/chloroforme. precipites a I'^thanol puis incubes en presence de 
I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase 1 d'E. coli (Biolabs) selon les 
20 specifications du foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
effectuee en presence de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant La destruction des extremit6s 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
25 etre effeauee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 11 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR tEolymerase-catalyzed Chain fieaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 
1350-1354; MuUis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
30 etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification - des sequences nucleotidiques peut €tre effectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Prcc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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Figure 1 : Representation du plasmide pREP-CAP 
Figure 2 : Reprfseniation du plasmide pAAV-EPO-NEO 
Figure 3 : Representation du plasmide pAd-RepCap 

5 EXEMPLE 1 . Construction du plasmide d*encapsidation pREP*CAP 

Cet exemple decrit la construction d'un plasmide dit d'encapsidation portant 
les f onctions n^cessaires a I'encapsidation d'un AAV recombinant Plus precisement, ce 
plasmide. d^signe pREP-CAP porte les genes isp et £ap de YAAVZ 

Le plasmide pREP-CAP a ete construit de la maniere suivante : Le genome 
10 de l'AAV2 d^l6te dfe ses ITR a ete isole a partir du plasmide p201, par digestion au 
moyen de Tenzyme Xbal. Le plasmide p201 contient Tensemble du genome de rAAV2 
clone au site PvuII du plasmide pEMBLS (Samulski ct al., J. ViroL 61 (1987) 3096). 
Le fragment ainsi obtenu. portant les genes rep et cap a ensuite ete clone au site Xbal 
du plasmide Bluescript (Stratagene). La structure de ce plasmide est representee sur la 
15 figure 1. 

EXEMPLE 2 . Consuiiction du plasmide AAV pAAV-EPO-NEO 

Cet exemple decrit la construction d'un plasmide AAV portant le cDNA 
codani pour reryihropoietine, un gene marqueur, et deux ITR d'AAV2. Ce plasmide a 
ete designe pAAV-EPO-NEO (figure 2). 

20 Pour la construction de ce plasmide. une cassette tf expression a 6te preparee 

contenant le cDNA codant pour Terythropoietine (cynomolgus) sous contrdle du LTR 
du virus du sarcome de rous (RSV). suivi du gene neo conferant la resistance a la 
neomycine sous controle du promoteur precoce du virus SV40. Cette cassette a 
ensuite ft6 inser6e aux sites SacII-Kpnl du plasmide p201, en remplacement du 

25 fragment correspondant contenant les genes rep et cap (figure 2). 

gXEMPLE 3 . Production d'adenovirus canin CAV2 dans la lignee cellulaire MDCK 

Cet exemple decrit la production d'adenovirxis canin CAV2 dans la lignee 
cellulaire canine MDCK. 
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Les cellules MDCK ont 6t6 cultiv6es dans un milieu DMEM supplement* 
par 10 % de serum de veau (voir aussi Mcamey et al.. Science 44 (1988) 9 pour les 
conditions de culture). Us cellules a confluence ont ensuite ete infectees par une 
suspension de virus CAV2 (environ 5 pfu/cellule). 30 a 48 heures apres rinfection. 

5 les cellules infectees ont eti recoltSes et concentrees par centrifugation. U culot 
obtenu peut Stre utilisfe pour purifier les adtaovirus CAV2 sur chlonae de cesium. 
Toutefois. si les titres sont trop faibles. le culot est prfef^rentieUement soumis a un 
cycle de congaation-dteongilation. puis le sumageant obtenu est utilisfe pour 
amplifier les virus CAV2. Pour cela. le sumageant est utilise pour r€infecter. dans les 

10 memes conditions, les cellules MDCK. puis le protocole decrit ci-dessus pour la 
recuperation des virus est repetfe. Ce procWe permet d'obtenir une solution pmfiee 
d'adenovirus CAy2 utilisable comme virus- auxiUaire pour la production d'AAV 
recombinants. 

f YF.MPLE 4 . Production d'AAV recombinant porunt le gene de I'erythropoietine 
15 dans la lignee cellulaire MDCK infectte par un adenovirus auxiliaire canin. 

Cet exemple decrit la production d'un AAV recombinant porunt le gene de 
I'eiyihropoietine dans U lignee cellulaire MDCK infectee par I'adenovirus canin CAV2. 

Les cellules MDCK (50 % de la confluence) ont kti infea^es avec 5-10 
pfu/cellule d'adenovirus CAV2 prepare dans les conditions de I'exemple 3. Quatre a 6 

20 heures apres I'infection. les ceUules ont 6t€ co-transfectees par Upofection (Fegner et 
al.. PNAS 84 (1987) 7413) avec 5 Hg de plasmide pAAV-EPO-NEO et 5 \ig de 
plasmide pREP-CAP. 48 i 72 heures apris. les ceUules ont 6t6 rtcoltSes et sounuses i 
plusieurs cycles de congelation^lfeongelation. U suspension obtenue a ensuite fete 
centrifugee (15 minutes i 4000 tour/min). puis le sumageant contenant les AAV 

25 recombinants a 6t6 i^upfere et chauffe a 56«C pendant 30 minutes. 

Pour verifier le pouvoir infeaieux et Texpression de rerythropoietine. des 
echantUlons du sumageant ont ete utilises pour infecter des ceUules Hela. Us ceUules 
Hela sont issues d'un carcinome de I'epithelium humain. Cette lignee est accessible a 
TATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions pemiettant sa culture. 24 heures apres 

30 rinfection. les cellules et le sumageant om 4te recoltes. La presence du gfenome de 
l-AAV-EPO recombinant dans ces cellules a ensuite ete confirmee par des 
experiences d'hybridation en "southern blot" sur TADN cellulaire exirait selon la 
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technique de Hirt (Gluzman et Van Doren, J. ViroL 45 (1983) 91). De plus, la 
presence d'erythropoieiine dans le sximageant a ete demontree par test biologique. 

Ces r&sultats montrent clairement que des AAV recombinants peuvent etre 
prepares efficacement dans un systeme animal (lignee cellulaire et virus auxiliaire). 

5 EXEMPLE 5 - Construction de lignees cellulaiies contenant les fonaions 
d'encapsidation d'AA V. 

Cet exemple decrit la construction de lignees cellulaires contenant tout ou 
partie des fonctions d'encapsidation d'AAV. Ces lignees permenent la construaion 
d'AAV recombinants selon I'invention deletes pour ces regions, sans avoir recours a 
10 un plasmide d'encapsidation. Ces virus sont obtenus par recombinaison in vivo, et 
peuvent componer des sequences het&ologueslmportantes. 

Les lignees de Tinvenlion sont construites par transfection des cellules 
correspondantes par un fragment d*ADN portant les genes indiques sous le controle 
d'un promoteur de la transcription et d'un terminateur (site de polyadenylation). 
15 La transfection peut etre realisee de differentes manieres. et notamment en 

presence de phosphate de calcium, par lipofeaion, electroporation, etc. Dans cet 
exemple, la transfection est realisee en presence de phosphate de calcium. 

Le terminateur peut etre soit le terminateur naturel du gfene transfecte, soil 
un terminateur different comme par exemple le terminateur du messager pr^coce du 
20 virus SV40. 

Dans les lignees cellulaires decrites, les- genes rsp et/ou £2^ sont places sous 
le controle d'un promoteur inductible : le LTR de MMTV (Pharmacia), qui est induit 
par la dexamethasone. II est entendu que d'autres promoteurs peuvent fetre utilises, et 
notamment des variants du LTR de MMTV portant par exemple des regions 

25 heterologues de regulation (region "enhancer" notamment), ou le promoteur 
tetracycline (Tc). Par ailleurs. comme indique dans la description, le promoteur peut 
egalement etre le propre promoteur du gene utilise. 

Avantageusement, le fragment d'ADN pone fegalement un gene permettant la 
selection des cellules transformees. II peut s'agir en paniculier d'un gene de resistance 

30 a un aniibiotique, tel que par exemple le gene de la resistance a la geneticine. Ce gene 
marqueur peut egalement etre porte par un fragment d'ADN different, co-transfecte 
avec le premier. 

Apres transfection, les cellules tranformees sont selectionnees (resistance a 
la geneticine) et leur ADN est analyst par Nonhen blot pour verifier I'integration du 
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ou des fragments d'ADN (dans le cas de I'utilisation de 2 construrtions separees) dans 
le genome. Us cellules sont ensuite testfees pour leur capacite a encapsider des AAV 
recombinants apres infection par le virus auxiliaire et transfection avec un plasmide 
AAV approprifa. 

5 Cette technique permet d'obtenir les Ugntes cellulaires suivantes : 

1. Cellules MDCK possidant le gfene 032 sous controle du LTR de MMTV; 

2. Cellules MDCK possedant les gfaies isp et op , sur un mSme fragment 
d'ADN, sous controle du LTR de MMTV; 

3. Cellules MDCK possedant les genes Esp et £ap . sur 2 fragments d'ADN 

10 distincts. sous controle du LTR de MMTV 

F.yp.MPLE 6 - Construction d'un adenovirus contenant les fonctions d'encapsidation 
d'AAV. 

Cet example dterit la construction d'un adenovirus contenant les genes isj2 et 
cap d'AAV inseres dans son genome. L'adenovirus Ad-RSV.Rep-Cap a ete obtenu par 
15 recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad.dll324 
(Thimmappaya et al.. Cell 31 (1982) 543] et le vecteur pAd.RSV.Rep-Cap. 

6.1. Construaion du plasmide pAd.RSV.Rep-Cap (figure 3) 

U plasmide pAd.RSV.Rep-Cap a 6te construit a panir du plasmide 
pAd.RSV.BGal IStratford-Perricaudet et al.. J. Clin. Invest. (1992) 626] par 

20 substitution du gene 6-gal par un fragment d'ADN portant les genes isp et cap d'AAV. 

Pour cela, le fragment Xbal contenant le genome de l'AAV2 detete de ses 
ITR a €te isol6 a panir du plasmide p201 (Cf exemple 1). Ce fragment a ensuite et6 
sous-clon6 au site Xbal du plasmide Bluescript. Cene etape permet ensuite d'isoler le 
fragment comportant les genes sp et cap d'AAV sous forme d'un fragment NoU-Clal. 

25 Ce fragment a ensuite ete clone aux sites Xbal (situe apres ITTR gauche) et Clal (situe 
avant PIX de I'AdS) du vecteur pAd.RSV,6Gal. resultant en la substitution du gene 
Bgal par les genes isp et cap. 

6.2. Construction de l'adenovirus recombinant d^fectif Ad.RSV.Rep-Cap 

U plasmide pAd.RSV.Rep-Cap et l'adenovirus Ad.dll324 lin^se par 
30 I'enzyme Clal. som co-transfectes dans la lign6e 293 en presence de phosphate de 
calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
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ainsi generes som seleciionnes par purification sur plaque. Apres isolemeni, I'ADN de 
I'adenovinjs recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293. 

Les panicules viraies sont generalement purifiees par centrifugaiion sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir noiamment 
5 Graham et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad.RSV.Rep-Cap peut etre 
conserve i -SO^C dans 20 % de glycfaol. 

La meme strategie peut etre repetee en ins&ant seulement I'un des genes igp 
ou cap. Par ailleurs, Tinsenion peut etre realisee en des sites difffacnts du genome de 
l'adenovirus. 
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1. Procfede de production de virus adino-associes (AAV) recombinants 
caact6ris4 en ce que la ptoducUon est realiste en pr&ence d'un virus auxiUaire animal. 

2. Proc6d6 selon la revendicadon 1 caractfais6 en ce que la production est 
5 realisfee dans uneUgneeaUulaireanimaleinfectte par un virus auxiliaireaniinal. 

3. ProcSdfe selon les revendications 1 ou 2 caract6ris6 en ce que le vinis 
auxiliaire aninial est un virus d'origine canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire 
ou simienne. 

4. Precede selon la revendication 3 caracterise en ce que le virus auxiliaire 
10 animal est choisi patmi les adtaovirus. les virus de Fherpes et les virus de la vaccine. 

5. Precede selon la revendication 4 caractSrisfi en ce que le virus auxiliaire 
animal est un adenovirus. 

6. Precede selon la revendication 5 caracterise en ce que le virus auxiliaire 
animal est un adenovirus canin. 

15 7. Precede selon la revendication 6 caracteris6 en ce que le virus auxiliaire 

animal est choisi panni les souches CAV-1 et CAV-2. 

8. ProcSdS selon les revendication 6 oji 7 caractSrisfe en ce que la production 
esr realisee dans une lignee cellulaire canine. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que la lignee ceUulaire 
20 est la lignee MDCK ou GHK ou un d&iv6 de ceUcs-d. 

10. Procede selon I'me quelconque des revendications pr6c6dentes 
caracterise en ce que la Ugnee ceUulaire possMe en outre les fonctions d'encapsidation 
d'AAV. 

11. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que les fonctions 
25 d'encapsidation d'AAV som constitufees par les gtees csji et cap d'AAV ou des 

homologues fonctionnels. ^ventueUement placte sous le contr61e d'a^ments de 
regulation de la transcription heterologues. 
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12. Procede selon la revendication 10 ou 11 caracierise en ce que les 
fonctions tfencapsidation d'AAV sont apport^es par un plasmide d*encapsidation tx/ou 
par le virus auxiliaire animal et/ou sont integrees au genome de la lignee cellulaire. 

13. Proc&d6 selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene jsD 
5 d'AAV. ou un homologue fonctionnel de oelui-d, est mt&gc6 au genome de la lignte et 

le g^ne £2p d'AAV. ou un homologue fonctionnel de oelui-ci. est porte par le vims 
auxiliaire animal 

14. Procedfi selon la revendication 12 caracterise en ce que les genes rep et 
cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels sont integres dans le genome de la 

10 lignee cellulaire 

15. Procede selon la revendication 12 caract6ris6 en ce que les genes rep et 
£2P d'AAV ou des genes homologues fonctiormels sont port6s par le virus aiixiliaire . 

16. Utilisation d'un virus auxiliaire animal pour la preparation d*AAV 
recombinants. 

15 17. Lignee cellulaire animale infeaable par un virus auxiliaire pour la 

production d'AAV recombinants, comportant tout ou partie des fonctions 
d'encapsidaiion d'AAV integrees dans son genome. 

18. Lignee cellulaire infeaable par un vims auxiliaire pour la production 
d'AAV recombinants, comportant tout ou partie des fonctions d'encapsidation d'AAV 

20 int6gr6es dans son genome, sous le controle d'un ou plusieurs promoteurs inductibles. 

19. Lignee cellulaire selon la revendication 17 ou 18 caracterisee en ce qu'eUe 
comporte le gene isp d'AAV ou un gene homologue fonctionnel integre dans son 
genome. 

20. Lignee cellulaire selon la revendication 17 ou 18 caracterisee en ce qu'eUe 
25 compone les genes rgp et sap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels integres 

dans son genome. 

21. Lignee cellulaire selon la revendication 18 caracterisee en ce que le 
promoteur inductible est choisi parmi le LTR de MMTV ou le promoteur Tc. 



wo 95/20671 



PCT/FR95/00054 



21 

22. Lignee cellulaire selon la revcndication 17 caracterisee en ce qu'cUe est 
obienue a partir des lign6es MDCK ou GHK. 

23. Virus auxiliaire pour la production rfAAV recombinants comprenant, 
insere dans son genome, tout ou partie des fonctions d'cncapsidation d'AAV.. 

5 24. Vims auxiliaire selon la revendication 23 caracterise en ce qu'D comprend. 

insere dans son genome, le gene xsb d'AAV ou un gene homologue fonctionneL 

25. Virus auxiliaire selon la revendication 23 caracterise en ce qu'U comprend. 
inseres dans son genome, les genes iSB ei cap d'AAV ou des genes homologues 
fonctionnels. 

10 26. Virus auxiliaire selon Tune des revendications 23 a 25 caracterise en ce 

qu'il s'agit d'un adenovirus. 

27. Virus auxiliaire selon la revendication 26 caracterise en ce qu'il s'agit tfun 
adenovirus humain. de preference choisi parmi les adenovirus Ad2 ou Ad5. 

28. Virus auxiliaire selon la revendication 26 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
1 5 adenovirus animal. 

29. Vims auxiliaire selon la revendication 28 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
adenovims canin, de preference choisi parmi les adenovirus CAVl et CAV2. 



wo 95/20671 



1/3 



PCT/FR95A)0054 




Figure 1 



FEUILIE DE REfAPLACEWEKT (REGIE 26) 



wo 95/20671 



PCT/FR95rt>0054 



2/3 




pAAvEPO NEO 



Figure 2 



fmiU DE REKPLACtWENT (REGIE 26) 



WO9Sa0671 



PCT/FR95A)0054 



ADENO REP CAP 



3/3 Xba blunt 

^Cloning site : Not blunt 

Xba 



ilR ADENO 

0 




PKADENO 



BS REP CAP 



Poiylinker 



Kpnl 
Apal 
Xhol 
Soli 
Clal 
Hindi 
EcoRS 
EcoRI 
PstI 
Smal 
BamHI 
Spel 
Xbal 



SPORT I REP CAP 



Figure 3 



Poiylinker 
\ Bluescript 




Poiylinker 




Xba 

BamHI 

Smal 

PstI 

EcoRI 

EcoR3Z 

Hindi 

Clal 

Clal 



Sad 

Sacn 

BstXI 

Eagll 

NoFI 

Xbal Cloning site 



Aatn 

SphI 

Mlul 

SnaBI 

Hindi 

BamHI 

Xba 

Not Cloning site 
Xba 



FEUILIi DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 



Xba 

Spel Cloning site 

Sad 

Sail 

Smal 

EcoRI 

RsrII 

Kpnl 

PstI 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



PCT/FR 95/00054 



hVf'^TliHlil'W^'tliHlwh C12N15/27 C12N5/10 C12M7/01 



St\on U danfigooo mtemiionaic da hrcvctt (C!B) ou A la fail idon U dUBOctton nMonalt ct U OB 



B. DOMAfNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Docuroenuoon mtntmalc consulttc (lymmc dc 

CIB 6 C12N C07K 



cUsBficaaon lum dct lynMa dc danemoiO 



Dooanenuaoo coraulicc aim que la docuraauaoon minimalc dam U iksivc ou ca doeunatti rdevcnt da domaiiMS wr Icaqiacb a poru la 



Base dc donnca ciccraiquc consulttc au coun dc la Rchcfchc micmaooMlc (nom dc la base dc doancci. tt a cda oi itabablc. tama dc rccfacRhc 



C. DOCUMENTS CONSIPERES COMME PERTtNENTS 



Cattpnc * 



Idcncificaaon da donnicfm eta. avcc Ic cas tchcanu I'indicafion du pasagu pcraa 



VIROLOGY, 

vol.152, no.l. '15 Juillet 1986 
pages 110 - 117 

SCHLEHOFER. J.R. ET AL. 'Vaccinia Virus. 

Herpes Simplex Virus and carcinogens 

induce DNA amplification in a human cell 

line and support replication of a helper 

dependent parvovirus' 

voir page 115, ligne 5 - ligne 15; figure 

7 



1-4,16 



[x] 



SBtt du cadre C pow la fia dc la Usu da docitmcnci 



Les docxzmcno dc (anuUa dc brevcB tone indtquCS m I 



* CMttgona cpeoala dc dociBnens atts 

*A* documcni dcfmimnt Ttttt gCn^al dc U technique, mo 

coRSdCrt ronune pArQculiCremeni pttbneta 
'E' document antcneur. mail puUtC A U date de dcpdt intenuoonaJ 

ou apres cede date 
'L' document pouv«nl yettx un doute nir unc rcva>dicaQon dc 

pnonu ou aU pour dctennincr la date de publicaoon d une 

»an ouDon ou pow tnc raison ipcaalc (telle qu'iadiquec) 
'0' document sc rcffranU unc divulfatton oralc. iunuuie,* 

une exposDon ou tous au9a moycns 
'P' document pubUe avant la date dc dCpdt tntemaoonal. mau 

posteneurement a la dale de pnonlC revcndiquee 



T dooBBcni ultbieur puUit apra U dau dc dCpOt intcmadonal ou la 
datt de pnontt et n'appanenenant paa A rtut dc la 
ttchmquc pcRineiu. iiiais ate pour OHnprcndrc Ic pniKipc 
ou la theone coasDtuant la base de riavcuaoD 

•X* document para cult ercment pertuMnc Tinvenoon revcndiquee ne peut 
eire eonadCTte comme nouvcUc ou comme tmpUquani une aeavite 
inventive par rapport au document conadert lademefit 

•y document p«r«euiieremcni pcrtmenc rinveiDoo revmdiquee 
Rc peut «tre considttte convne impliquant une aetwte mvenovc 
lonquc Ic document en aoooi a un ou pluscwi autra 
documenu dc meme naairc, cetu comtenaiaon etani evtdentt 
pour unc pervmne du meftcr 

*A' doomicnt qm fait parec dc la meme famillc de brevca 



Date a laquclle la recherche iniemaoonaJc a tvt cfrceovemenc achevct 

5 Avril 1995 



. Data d'cifcdibon du prtaeni rapport dc recherche iniemaOdnAlc 

02.05.1995 



Nom et adresc posulc dc radministraoon chsr^ec de Is recherche mtcmaooiulc 
Office Europcen da Brevets, P.B. SSI 8 PatenUaan 2 
NL • 22S0 HV Rijmik 
Td,(* 31-70) 340-2040, Tx. 31 6S1 cpool. 
Fax ('^ 31*70) 340-3016 



Foncoonnaire atnonsc 



Chambonnet, F 



FermuUiw PCT.aSAQlO ICMMmt ftutllt) (iiiiUtt IfH) 



page 1 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



I No 



C^iwte) DOCUMEN13 CONSIDERES OOMME PERTINENTS 



PCT/FR 95/00054 



CAttgtxic ' Idcnoficioon 



otti. Awec Ic cu tebtMOu riadiesaen do 



VIROLOGY. 

vol, 134, no.l, 15 Avril 1984 
pages 64 - 71 

GEORG-FRIES, B. ET AL. 'Analysis of 
proteins, helper dependence and 
seroepidemiology of a new human 
parvovirus' 

voir page 68, ligne 17 - ligne 22 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 
vol.67, no.l, Janvier 1986 
pages 181 - 185 

BAUER, H.J, & MONREAL. 6 'Herpesviruses 
provide helper functions for avian 
adeno-associated parvovirus' 
voir le document en entier 

JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, 
vol.29, no. 3, Septembre 1990 
pages 335 - 340 

BAUER, A. ET AL. 'Growth of avian 
adeno-associated virus in chicken cells 
transfected with fowl adenovirus serotype 

voir le document en entier 

EP.A.O 488 528 (APPLIED IMMUNESCIENCES) 3 
Juin 1992 

cit^ dans la demande 

voir revendications 7,9; exemple 5 

US,A,5 139 941 (MUZYC2KA. N. ET AL.) 18 
Aout 1992 

voir le document en entier 

WO, A, 91 18088 (THE UNITED STATES OF 
AMERICA, US DEPARTMENT OF COMMERCE) 28 
Novembre 1991 
cite dans la demande 

voir page 24, ligne 35 - page 25, ligne 24 

JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY, 
vol. SUP, no.lBA, 4 Janvier 1994 
page 214 

CARTER, T. ET AL. 'Adeno-associated virus 
vectors for in vivo gene transfer' 
* resume DZ 001 * 

& Keystone symposium on gene therapy 
Copper mountain, USA 
15-22 Janvier 1994 



1-4.16 



1-4,16 



1-5,16 



1»2, 
10-12, 
14.16. 
17,19,20 



1-3 



1.2,16 



1.2 



1.2 



PCT/ISA/310 (luiu «t la aniBwiM teuilta) Uuiiitt IftJ) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE ^ »«»—i.n. 

PCT/FR 95/00054 


Cerate) PC 


ldeaolk40<»dodocimwioeiMs,»m,Jf«M«ehttiu,riii^ " 




X 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA., 

vol.81, no. 20, Octobre 1984, WASHINGTON US 
pages 6466 - 6470 

HERMONAT, P. L. & MUZYCZKA, N. 'Use of 
adeno-associated virus as a mammalian DNA 
cloning vector: transduction of neomycin 
resistance into mammlian tissue culture 
cells' 

voir page 70, ligne 1, alinea IV 


1.2,16 



page 3 de 3 



KAfPORT D£ RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rcnapmcna iduili am u t uu ti u dc tkoila dt tanta 



Dtmn ■niseealc No 

PCT/FR 95/00054 



Document bnvct cite 
M rtppon dt nctmdi t 



Daude 

pubbcuion 



Mcmbr((t)dch 
fimSk de bnnit(t) 



Ottc* 

publieMien 



EP-A-0488528 



US-A-5139941 



WO-A-91 18088 



03-06-92 



US-A- 
CA-A- 
JP-A- 
US-A- 



5173414 
2054517 
5308975 
5354678 



22-12-92 
01-05-92 
22-11-93 
11-10-94 



18-08-92 



AUCUN 



28-11-91 



AU-A- 



7906691 



10-12-91 



Femu 



I PCT/ISAf3I0 (inntBi famUte at I 



u)0iiUlttm3} 



INTERNATIONAL SEARCH 


^^^^'^ lAppiieanohNo 

PCT/FR 95/00054 


A. CLASSinCATION OF SUBJECT MATlbR ^, 

IPC6 C12N15/86 C12N15/35 C12N15/27 C12N5/10 C12N7/01 

Ateoitfini to Inunvtboni) P&mt Of •«'ficaoon (IPC) or to iKKh fiMonuil ^i^ficaQon vmI IPC 




Miamum documma&on wardwd (damficuon vyncm followed by dMBficMoo lyinbolf) 

IPC 6 C12N C07K 


'DooBncnuDon Kirchcd oSicr man mittiaun documcmaoon to Qm extent ihat weh doeuBicaB arc ladudcd m ihc fiddt searched 


Elcarone data base comultcd durmi mc mtemaDonal search (name of dau base and, where pncacal, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 




Category* 


Otabon of documcm, with mdicaooo. wfam appropnaie, of the lelevaat pasages 


Rdevanl to daun No. 


X 
X 


VIROLOGY, 

vol.152, no. 1. '15 July 1986 
pages 110 - 117 

SCHLEHOFER, J.R. ET AL. 'Vaccinia Virus, 
Herpes Simplex Virus and carcinogens 
induce DNA amplification in a human cell 
line and support replication of a helper 
dependent parvovirus' 
see page 115, line 5 * line 15; figure 7 

VIROLOGY. 

vol.134, no.l, 15 April 1984 
pages 64 - 71 

6E0R6-FRIES, B. ET AL. 'Analysis of 
proteins, helper dependence and 
seroepidemiology of a new human 
parvovirus' 

see page 68, line 17 - line 22 


1-4,16 
1-4,16 


[x] 


her docwneno are Used in fteeoaenuaBon of box C Patat Canily racmbcn arc listtd in annex. 


• Speoai categono of cud documeats : ^ document puUiM aAer *e mtrmaoonal niini date 

or pnonty dau and not in eonflict with the appticaoon but 
*A' document defining die general nau of the art which is not ^ mdonand Oie pnnaplc or theory usiderlying ttw 

eonaderedtobcofparveularitlcvance invcnBOQ 
T eariio document but published on or after ttie mtemaBonal »x' doeiancat of paitioilar rdrvaner, the daimed invcndon 

filing dau canoot be eonsdered novel or eannot be consdcred to 
•L' document which may tfopw douba on prionty daiin(s) or involve an lavcnove sup when the document u lakes alone 

which ii oted to establish the pubiicaoon dau of another •y* ^ooanent of paneular iclrvanee; the daimed invn&en 

Quaon or other speoai icason (as speafied) onnot be eonsdered to mvoivc an mvenbvc si^ when the 
•0* document ftfemnno an oral disdoeure, use, cdiibiooB or document ii comtaned with one or more other such docu- 

odier means mcntt, such eomhuiabon being obvious to a person sfaUed 

'P* document publidied pnor to the iniemabonal filing data but m the aiL 

taurman the pnonty dau daimed doeumcntracmbcr of the same paunt family 


Date of the actual comptebon of the intonaoonal search 

5 April 1995 


• Data of madmg of the mureaoonaJ search rcpon 

02.05-1295 


Name and muling addms of the ISA 

European Patent Office. P.B. StI t Patendaan 2 
NL • 23tO HV Ri)swi>k 
Td. ( 31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax 3i*70) 340-3016 


Authorized ofTtccr 

Chambonnett F 



Fern PCT/lSA/310 (Nsane Hmm) (J«ly im) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C(CooDau>Doo) DOCUMEhffS CONSIDERED TO BE RELEVaMT ' 



1 Appltcttoo No 

PCT/FR 95/00054 



ti mftattoD. vboT apprapnate. of the Rlcvint 



Rdcvsai to cUun Na 



o.x 



JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 
vol.67, no.l, January 1986 
pages 181 - 185 

BAUER, H.J. & MONREAL, G 'Herpesviruses 
provide helper functions for avian 
adeno-associated parvovirus' 
see the whole document 

JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, 
vol.29, no. 3, September 1990 
pages 335 - 340 

BAUER, A. ET AL. 'Growth of avian 
adeno-associated virus in chicken cells 
^'"^[Jffected with fowl adenovirus serotype 
1 UNA 

see the whole document 

EP.A.O 488 528 (APPLIED IMMUNESCIENCES) 3 
June 1992 

cited in the application 

see claims 7,9; example 5 

US, A, 5 139 941 (MUZYCZKA, N, ET AL.) 18 

August 1992 

see the whole document 

V0,A,91 18088 (THE UNITED STATES OF 

AMERICA, US DEPARTMENT OF COMMERCE) 28 

November 1991 

cited in the application 

see page 24. line 35 - page 25. line 24 

JOURNAL OF CELLUUR BIOCHEMISTRY, 
vol. SUP, no. 18A, 4 January 1994 
page 214 

CARTER, T. ET AL. 'Adeno-associated virus 
vectors for in vivo gene transfer' 
• resume DZ 001 • 

4 Keystone symposium on gene therapy 
Copper mountain, USA 
15-22 Janvier 1994 

PROCEEDINGS OFJHE NATIONAL ACADEMY OF 

vol.81, no. 20, October 1984, WASHINGTON US 
pages 6466 - 6470 

HERMONAT, P. L. & MUZYCZKA, N. 'Use of 
adeno-associated virus as a mammalian DNA 
cloning vector: transduction of neomycin 
resistance into mamnlian tissue culture 
eel Is 

see page 70, line 1, paragraph IV 



1-4,16 



1-5,16 



1.2, 
10-12, 
14,16. 
17.19.20 



1-3 



1.2.16 



1.2 



1,2 



1.2.16 



fwm PCT/UA.'atD «CDniiii«auon of tmntf ih«t() (July 



I9f3) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

IniiomuieD «b paint bmily wenbgi 


Inma 1 AppUcaaoo No 

PCT/FR 95/00054 


Patent document 
died in scirch report 


Publication 
date 


Pucni fanuly' 
ineff)bcr(i) 


Publication 
date 



EP-A-0488528 



03-06-92 



US-A- 
CA-A- 
JP-A- 
US-A- 



5173414 
2054517 
5308975 
5354678 



01-05-92 
22-11-93 
11-10-94 



US-A-5139941 18-08-92 NONE 

WO-A-9118088 28-11-91 AU-A- 7906691 10-12-91 



Fem KT/ISA/310 |»>UM naM)t uinu) UaH IM>) 



